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Abstract 



Polypeptides (I), derived from the nuclear Vitamin D recent™ t\jna\ nf h ~ 
the flexible insertion domain (FID) within the recLotor's ffiJ In' °' humans or animals, in which 
! substitution or deletion of am no acids ar™ £i 9 d b ' nd ' n9 domain ( LBD ) is modified by 
receptor (VDR) of humans ■ or oS£ ^ imTfn wShtSK 1 ,' 65 ^ - derived fr ° m the nuclear ™*™ 0 
ligand bmding domain (LBD) is mod^e^by subsltion nr hI? '"Tm d ° m3in (RD) Within the rece P^'s 
all) amino acids (aa) and optionally on ^or more o to a? of ht 1 * ' e3St 30 (preferabl y 40 ' and U P <° 
I of the VDR are substituted or deleied reta n the ,iqand SlnLf* ^'T M25 {eSpeda ^ 1 " 1 17 ° r 1 23) 
stable (i.e. can be stored), particularly in pH 7 0 M sodium r2,^ ,ran , sact,vatl0n Parties of LBD, are 
of properties (contrast unmodified LBD) can be c^staJZ ?n L n * SOlUt T f ° r at least a week Wlth °"t 'oss 
hanging drop vapor-diffusion methSand1i^2!J^?,«^ Ue ? , J? S0 ' Uti0n ' especial| y at 4 de 9 C by the 
! included for the following: ( 1 ) crystals comp In » m notS * S0 ' Ut '° n - ,nde P end ent claims are also 
agonistic analog; (2) nucleic acS (H thaS With Vitamin D ' or its < an <) 

elements required for transcription. aCid ( " a) com P risin 3 (»> and 

containing (II) or (Ma); (5) host cell transformed Eh veSo of T SS « ^ es fff ia "y a P'asmid. 
of (5); (7) method of screening for Vitamin D anaJoas an ?5K ™m2'h ( ? ) preparatl0n of 0 b V "Jlturing cells 
(3D) structure of complexes between (I), ofj^S {f^S^^^ 
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POLYPEPTIDES DERIVES DU RECEPTEUR NUCLEAIRE DE LA 
YTT AMINE D, ET LEURS UTILISATIONS NOTAMMENT DANS LE CADRE 
DU CRIBLAGE DANALOGUES DE LA VIT AMINE D 



L'invention a pour objet des polypeptides derives du recepteur nucleaire de la 
vitamine D, les sequences nucl6otidiques codant pour ces polypeptides, ainsi que 
l'utilisation de ces polypeptides notamment dans le cadre du criblage d'analogues 
synthetiques de la vitamine D, ou dans la mise au point de tests (par exemple double ou 

10 triple hybride,...) pour Identification d'autres proteines (activateur, represseur, ...) 

interagissant avec le recepteur de la vitamine D par l'utilisation de constructions 
contenant le polypeptide en fusion avec Gal4 par exemple, ou dans le cadre de l'analyse 
de la structure tridimensionnelle des complexes formes entre ces polypeptides et une 
molecule particuliere par des techniques de cristallographie ou RMN. 

15 Le recepteur de la vitamine D (VDR) est un regulateur transcriptionnel dependant 

du ligand, appartenant k la superfamille des recepteurs nucleaires (NRs) (Mangelsdorf 
et al., 1995). 

Les membres de cette famille possedent la meme structure modulaire avec un 
domaine de liaison a l'ADN (DBD) hautement conserve et un domaine de liaison au 
20 ligand (LBD) davantage variable (Mangelsdorf et al., 1995 ; Wurtz et al, 1996). 

Le VDR se lie a l'element de reponse correspondant, de type DR3, dans la region 
promotrice des genes cibles, sous forme d'heterodimere avec le recepteur X de l'acide 
retinoi'que (RXR), ce qui conduit a l'activation ou k la repression de la transcription par 
l'intermediaire d'une interaction avec les cofacteurs transcriptionnels et la machinerie 
25 transcriptionnelle basale (Deluca & Zierold, 1998). 

Les metabolites de la vitamine D sont utilises, ou sont susceptibles d'etre utilises, 
dans des traitements varies dans le cadre de Tosteodystrophie, 1'osteoporose, le psoriasis, 
le cancer et les maladies auto-immunes (Bouillon et al., 1995). 

L'hypercalcemie induite par la vitamine D (ou la, 25 - dihydroxyvitamine D 3 , ou 
30 l,25(OH) 2 D 3 ) limite l'utilisation du ligand naturel dans ces applications cliniques, ce 

qui a conduit au developpement d'analogues susceptibles de poss^der des effets 
secondares reduits. 

La sequence du LBD de hVDR est faiblement conservee en comparaison avec les 
sequences du recepteur de l'acide retinoi'que y humain (hRAR y) et du recepteur X de 
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l'acide retinoique a humam (hRXRa) (respectivement 25 % e« 17 % d.dentite avec le 
hVDR). 

La presence d'un domaine dWion dans le LED des VDR connectant les 
helices HI et H3, represente une caracteristique typique des VDR. La taille de cette 
reg.cn de connexion vane entre 72 a 81 residus dans ,a famille des VDR, tandis qu'elle 
vane entre 1 5 a 25 residus chez les autres recepteurs nucleaires. 

II convient de souligner que dans ce qui suit la numeration des acides amines 
utihsee pour les sequences peptidiques des differents VDR, correspond a la 
numeration des acides amines du VDR human, I/extension de cette numerotaticn aux 
autres sequences que celle du VDR humain peut se fane sans ambiguite a partir de 
1 ahgnement donne sur la figure la ci-aprfcs. 

Le taux de conservation de sequence de ce domaine d'insertion est tres faible (9 % 
d'identite entre les acides amines 157-215 du hVDR). Cette region est accessible aux 
proteases, et contient un site de phosphorylation au niveau de la serine en position 208, 
pour lequel aucun r61e fonctionnel n'a pu etre defini. 

La presence de ce domaine pourrait expliquer les difficult* rencontrees jusqu'a 
present pour cnstalliser les LED des VDR. En effet, ce domaine est fakement structure 
comme le montre les analyses de structure secondare qui ne predisent que quelques 
bnns courts avec des statistiques assez fazbles, et contient un pourcentage tres eleve de 
resdus charges negativement. Ces deux facteurs pourraient augmenter le nombre de 
conformeres de cette boucle, affectant ainsi la stability de la proteine, et favonsant les 
contacts non specifiques qui interferent avec les processus de cristallisation. 

La presente invention a pour but de fournir des polypeptides derives des 
recepteurs nucleaires de la vitamine D sous une forme soluble et pouvant etre 
cristallises. 

L-invention a egalement pour but de foumir des sequences nucleotidiques codant 
pour ces polypeptides derives, ainsi que des procedes de preparation desdits 
polypepudes derives par transformation de cellules appropnees avec leschtes sequences 
nucleotidiques. 

L'invention a egalement pour but de fournir de nouvelles methodes de criblage de 
composes analogues de la vitamine D et/ou d'analyse de la structure tndimens 10 nnelle 
des complexes formes entre ces polypeptides et une molecule part.culiere, lesdites 
methodes etant effectuees a l'aide des polypeptides derives susmentionnes. 
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L'invention a dgaietnen, pom ta de foun]r dK k . B pou . ^ ^ ra 
methodes susmentionnees. 

[.'invention sera Watte a 1'aide des figures suivantea : 

' ' : *> alignement des sequences peptidiques des VDR de drfferentes 

xr ,^ R R d ~-- «- R:VDR d e4M ,_ (b0 * 

I™ m d 1P0Ule " ; rVDR : WR * - "~ M 

* humam (hRXRa) „ du ^ humA (hRARy) Les domames 

des VDR qu, onl ere supprimes son! ceux encadres. 

hvDR , b) C<>nf ° raa ' i0n g ™" [ ' * <l0maine de Wm " «» ^ de 

' K hd,CeS S ° n ' P- cytadrea e, ,ea feuttiets p par des fieches 

, 2 : a) * ***** «-» * UXOHfa D, au LED 

u WDR sauvage „ , 8 -4 27; COMbe eo ^ ^ ^ fc 

* ^ derivd du hVDR 01M27 4 ^ ^ p|etae 

M . .a quantitd de „ Dj ^ . Mq „ & „ ^ ^ 

« .e rappon B/U eotre ,ea LBD sauvage on ntutan, (B) « TOn ^ „ ^ 
en ordonnee. ^ 

b) aetivttes CAT du hVDR sauvage e, du hVDR tnutant ces 
actives son, nrdtqudes eu ordo.ee en pourcentage; ,a coionne , correspond a iVtivi" 
CAT tuesuree en abaence de vuanrine D (VD), de hVDR aauvage (sauvage, e, de hVDR 
« ,a coionne 2 correspond d «*, CAT ntesuree en plLce d To 

l;l . de hVDR sanvast a de hvDR ^ ,a — - 3 <~ » 

«v„e CAT tnesuree en preaence de hVDR aauvage, e, en V^nce de VD « de 
VDR nruran, ,a colonne 4 correspond a , acuvud CAT tnesutee en prdaenee de VD « 
de WDR sanvage, e, en .-atisenoe de hVDR m UM; la colomK 5 , 
CAT tnesuree « prtsmce de hVDR muta* „ « ,, bsmce dE ^ - de 

sauvage; ia oolonne 6 cotrespond i l'activite CAT m™,,.- 

'acuviie (_A1 mesuree en presence de hVDR 
mutant etdeVD.et en I'absence de hVDR sauvage. 

- Figure 3 : a) representation de la regton du feuillet p de RAR r , 

b) teptesentatton de la regton du feuille, 3 du VDR dans la 
meme onentation que celle de RARy ci-dessus, 
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Hi: ^ ,e VO R , ^ ^ePr ' Kn ' a " 0 ' , * S ~ * de , Mice 

- Figure 4 : a) sch6ma dg j ^ ^ 

•>'**»»*-«* BW * cllBli ^ 

d) cavite du ligand. 

- Figure 5 : sequence nucleotidique codant pour le hVnp 

- Figure 6 : sequence nucl6otidique (SEQ ID NO • 31 mH , 

mutant derive du hVDR ( M27 A 165 ^ ° " 3) ^ P ° Ur le Polypeptide 
(SEQ ID NO : 4), ^ ""^ dud " Peptide 

- Figure 7 : sequence nucleotidique (SEQ ID NO • 51 mH 

-tant derive du hVDR ( „8-427 A 165 . 215 ^ k 
polypeptide (SEQ ID NO: 6). ^ PeptidiqUe dudit 

- Figure 8 : sequence nucleotidique (SEQ ID NO • 71 ™h 

-tant derive du hVDR (124 J ^6^ 15 '/ ^ " 

Polypeptide (SEQ ID NO : 8). " PCptidiqUe dudit 

^ uac u cnez 1 nomme ou es difference * * 

possedant un tel recenteur |««» - ^ dU r ^ ne 

rc cepteur, ledit recepteur nucl&n'r* 

■ ■« sequences pep^ desdte ^ ^ 
le domame d'insertion flexible d u 7_Rn ... „ 

40 acides amines oudeIaM1 ., P ^ d au moins «viron 
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* et, le cas echeant, un ou plusieurs ou la totalis des acides armnds situe, aux 
posmons 1 a environ 125, notamtnent aux posits 1 a 117 ou 123, des stances 
peptones desdits VDR, sont modifies par substitution ou suppression 

lesdits polypeptides derives possedant les caracteristiques su.vantes ■ 

* les propriety de liaison au ligand et de transaction du LED du recepteur 
de la vitamine D sont conserves , 

* * "» S '* s - * ■»* Pauvcn, toe corves. notaatnnen, te 
NaC, rOO t»M » PH 7 pMte a „ ^ ^ Me ^ _ ^ 

au™ affecrees ,es p roprieIes mmmklHk . du ^ p „ ^ ^ 

modtfie qui est instable dans les conditions sustnentionneea, 

* Us sou cristate dans des solvanta aqueux, nota,™™ , 4X pa, ,a 
melhode de difluaion de vapeur a goutte suspendue, 

* et, ils sont solubles daus des solvanta aqueux, 

• ou les sequences peptidiques ddrMes d= S sauces peptidiques definiea ci- 
dessus, notannnent par suppressI<Jn , ^ ou ^ ^ ^ ^ 

— .. .esdi.es serene* derive po ssM au, Ies caracteristiques nrentionnees ci- 
deasus desdits polypeptides derives. 

..'invention a plus parteulieremeu, pour obje, les polypeptides derives des VDR 
ongtne bu^e ou anuuale tela que defcus ci-dessus, lesdits po.ypeptides derives 
*» Caracas e. ee qu'Ua conaprennen, ,ea sauces peptide desdits 
rtapteurs nucleus daus lesquelles es, supprtae ,e fragment peptidique deiunite • 
- dW pan, par un acide ammc situe approximation, , lune dea portions 
a 175 des sequence* peptidi ^ s „ es r&epleiiis ^ ^ ^ 

dongme hunaine ou auta^e, notammen, des sconces peptidiques des VDR 
representees aur la figure „, « plus pantali4remM[ par ..^ ^ ^ 
ties positions 159 4 168 tie ces sequences, 

• et, d'anfre parr, par un acide amine situe approxitnativemen. J I'une des 
position, 204 , 225 des sequence, peptidiques des reeepteurs nucleate de ,a vitamrne 
ti'ongtne bumaine ou animale, notammen, des sequences peptidiques des VDR 
representees sur la figure la. 

Invention concerne plus pariiculiiremen, les polypeptides derives Kls quc 
defints cHtasus, lesdits polypeptides derives etan, choisis paaau, eeux comprenan, : 



WO 01/38393 



6 



PCTAFR00/03248 



- la sequence en acides amines delimits par les acides amines situes aux 
positions 118 et 427, ou aux positions 124 et 427 des sequences peptidiques des VDR 
d'origine humaine ou animate, notamment des sequences peptidiques des VDR 
representees sur la figure la, et dans laquelle les rdsidus situes aux positions 165 a 

5 215 desdites sequences peptidiques des VDR sont supprimds, 

- ou une sequence peptidique derivee de la sequence en acides aminds 
susmentionnee, notamment par suppression, addition ou substitution d'un ou plusieurs 
acides amines, ladite sequence ddrivde possddant les caractdristiques mentionnees ci- 
dessus dudit polypeptide ddrivd. 

10 L' invention concerne plus particulierement les polypeptides derives tels que 

ddfinis ci-dessus choisis parmi les suivants : 

- le polypeptide SEQ ID NO : 4 derive du VDR d'origine humaine dans lequel 
le fragment peptidique ddlimitd par les acides aminds situds aux positions 165 et 215 
est supprimd, 

15 - le polypeptide SEQ ID NO : 6 [encore ddsignd hVDR (118-427 A 165-215)] 

ddrivd du VDR d'origine humaine dans lequel le fragment peptidique ddlimitd par les 
acides amines situds aux positions 1 et 117, et le fragment peptidique ddlimitd par les 
acides amines situes aux positions 165 et 215 sont supprimds, 

- le polypeptide SEQ ID NO : 8 [encore ddsignd hVDR (124-427 A 165-215)] 
20 ddrivd du VDR d'origine humaine dans lequel le fragment peptidique delimits par les 

acides amines situds aux positions 1 et 123, et le fragment peptidique ddlimitd par les 
acides amines situes aux positions 165 et 215 sont supprimds. 

L* invention concerne dgalement les sequences nucldotidiques codant pour un 
polypeptide ddrivd tel que ddfini ci-dessus. 
25 A ce titre, 1' invention a plus particulierement pour objet les sequences 

nucldotidiques choisies parmi : 

- les sdquences SEQ ID NO : 3, SEQ ID NO : 5 et SEQ ID NO : 7, 
representees respectivement sur les figures 6, 7, et 8, 

- ou une sequence nucleotidique derivee par degenerescence du code genetique 
30 des sequences nucldotidiques susmentionnees, et codant pour un polypeptide derive du 

hVDR tel que defini ci-dessus, 
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- ou une sequence nucleotidique derivee des sequences nucleotidiques 
susmentionnees, notamment par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs 
nucleotides, et codant pour une sequence peptidique d6rivee des polypeptides derives 
du hVDR definis ci-dessus, et possedant les caracteristiques raentionn6es ci-dessus 

5 desdits polypeptides derives. 

L' invention a egalement pour objet les sequences nucldotidiques recombinantes 
comprenant une sequence nucleotidique telle que d6finie ci-dessus en association avec 
les elements nScessaires k la transcription de cette derniere sequence, notamment avec 
un promoteur et un terminateur de transcription. 
10 L' invention concerne egalement les vecteurs, notamment plasmides ou virus tels 

que les baculovirus, contenant une sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus. 

L' invention a egalement pour objet les cellules hdtes transformees par un 
vecteur susmentionne, lesdites cellules etant choisies notamment panni les bacteries 
telles que E. coli, ou les cellules d'insectes susceptibles d'etre infectdes par un 
15 baculovirus. 

L' invention concerne egalement un procede de preparation d'un polypeptide 
d6riv6 tel que d£fini ci-dessus, ledit proc6d6 comprenant les etapes suivantes : 

- transformation de cellules k l'aide d'un vecteur recombinant tel que defini ci- 
dessus, 

20 - mise en culture des cellules ainsi transformees, et recuperation dudit 

polypeptide produit par lesdites cellules, le cas echeant apres purification. 

L' invention concerne egalement les polypeptides derives du recepteur nucieaire 
de la vitamine D tels que definis ci-dessus, lies a la vitamine D ou a un analogue de la 
vitamine D, notamment k tout ligand capable de se Her auxdits polypeptides avec une 

25 haute affinite, b savoir une affinite superieure k environ 10" 6 M. 

L' invention concerne egalement les polypeptides derives du recepteur nucieaire 
de la vitamine D tels que definis ci-dessus, le cas echeant lies k la vitamine D ou a un 
analogue de la vitamine D, et se presentant sous forme de cristaux. 

Avantageusement, les cristaux susmentionnes de la presente invention sont 
30 obtenus par diffusion de vapeur en presence notamment de sulfate d' ammonium en 

tant que precipitant, ou d'un autre agent precipitant. 



WO 01/38393 



8 



PCT/FROO/03248 



Avantageusement encore, les cristaux de 1' invention sont utilisables dans le 
cadre de techniques de cristallographie aux rayons X. 

Les cristaux susmentionnds peuvent atteindre une resolution determinee par 
cristallographie aux rayons X inftrieure & 25 A, qui fournit une information au niveau 
5 atomique de Interaction entre une molecule cible et le recepteur. 

L'invention a plus particulierement pour objet les cristaux de hVDR (118-427 A 
165-215) complexe a 1,25 (OH) 2 D 3 ), caractdrises en ce qu'ils appartiennent au groupe 
d'espace orthorhombique (P2, 2\ 2 X ) avec a = 45.193 A, b = 52.443 A , c = 133.286 A, 
& = P=y = 90°. 

10 L'invention a fgalement pour objet T utilisation d'un polypeptide tel que defini 

ci-dessus, le cas dcheant sous forme de cristaux susmentionnes, pour la mise en ceuvre 
d'une methode de criblage d' analogues synthdtiques de la vitamine D. 

L'invention a plus particulierement pour objet l'utilisation susmentionnee d'un 
polypeptide tel que ddfini ci-dessus t le cas 6ch6ant sous forme de cristaux 

15 susmentionn6s, pour la mise en ceuvre d'une methode de criblage d'analogues 

agonistes ou antagonistes de la vitamine D susceptibles d'etre utilises dans des 
compositions pharmaceutiques, notamment dans le cadre du traitement de pathologies 
cancdreuses, de l'osteodystrophie, de I'osttoporose, du psoriasis, des maladies auto- 
immunes. 

20 L'invention concerne 6galement des procedes de criblage d'analogues de la 

vitamine D, ou de cofacteurs, comprenant les etapes suivantes : 

- mise en presence d'un polypeptide deriv6 tel que d6fmi ci-dessus, le cas 
6ch6ant sous forme de cristaux susmentionnes, avantageusement lie a un support 
solide, avec l'analogue ou cofacteur teste, l'un dudit polypeptide d6riv6 ou de 

25 Tanalogue de la vitamine D 6tant avantageusement marque, notamment k l'aide d'un 

marqueur fluorescent, radioactif ou enzymatique, 

- detection de Teventuelle liaison entre ledit polypeptide d6riv6 et l'analogue 
teste par mesure du marqueur utilise, notamment aprfcs rinfage du support utilise lors 
de 1'etape pr6c6dente. 

30 L'invention a egaiement pour objet l'utilisation d'un polypeptide derive tel que 

defini ci-dessus, le cas echdant sous forme de cristaux susmentionnes, pour la mise en 
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oeuvre d'une methode d'analyse de la structure tr.du.ens.onnelle des comp.exes 
formes entre ledit polypeptide et une molecule determinee. 

A ce titre Invention concerne plus particulierement une methode d'analyse de 
la structure tridimens:onnelle des complexes formes entre un polypeptide derive tel 
que definr ci-dessus, le cas echeant sous forme de cristaux susmentionn*, et une 
molecule determine, ledit procede comprenant les 6tapes suivantes : 

- mise en presence d'un polypeptide derive tel que defini ci-dessus le cas 
echeant sous forme de cristaux susmentionne,, avec la molecule determine 

- cristallisation du complexe form, entre ledit polypeptide derive et ,a module 
determtnee, notamment par diffusion de vapeur, et analyse tr^imensionnelle dudit 
complexe notamment par remplacement moleculaire, 

- ou analyse tridimensional* dudit complexe en solution, notamment par 
RMN. F 

L'invention concerne egalement ,'application de la methode d'analyse 
susmentionnee a la conception de composes susceptibles d'etre des agonistes ou des 
antagomstes de la vitamine D tels que definis ci-dessus. 

L'invention a plus particulierement pour objet les analogues agonistes ou 
antagonistes de la vitamme D tels qu'obtenus par mise en ceuvre d'un procede de 
cnblage susmentionne, ainsi que les compositions pharmaceutiques comprenant ces 
analogues en association avec un vehicule phaxmaceutiquement acceptable. 

L 'invention a egalement pour objet les kits (ou trousses) pour la mise en oeuvre 
d'un P roc6de de criblage ou d'une mdthode d'analyse susmentionnes, lesdits kits 
comprenant un polypeptide denve tel que defini ci-dessus, le cas echfant sous forme 
de cnstaux susmentiotmes, en association avec un ou plusieurs rfcctifs pour la mise en 
oeuvre du proced* ou de la methode susmentionnde. 

L'invention sera davantage illustree a 1'aide de la description detaillee qui suit de 
la preparation du peptide denve hVDR (1 18-427 A 165-215), et de 1'analyse de la 
structure cristalline et des propriety du polypeptide derive ainsi obtenu. 

Le polypeptide deriv* represent sur la figure 7 (encore de^gne mutant LBD 
VDR (residus 1 ,8-427 A 165-215)), a ete prepare sans son domame insertion f^ble 
en suppnmant les residus 165 a 215 de hVDR (F lg ure la) et en la:ssant une trentame de 
residus afin de connecter les helices Hi et H3. 
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u m LBD v™ (rfaldus „ 8 . 427 4 , 65 , 15) a u s _ pnmi te 

lit zTr*** *— - et Par fitelon sur gd 

selon la methode decrite ci-apres. 

^Expression et purification du mutant LBD VDR 1 18-427 A 165-215 

Le recepteur VDR mute (residus 1 1 8-427 A 1 65 2 1 5 , , m 
* Pep,, a,, un tag ne^ne. Le cDNA ^ ^ « ~ *™ 

IT" BU,DE3 ^ 13 s — °° um ~ * m ° - * " 

« » H est „ nUsfc poni mocnler 6x „ de lb con,™ 2M M 

* 1 2 °° C L « « a**, par I 

conservees a -80°C. "5«u«n er 

Le culo, ceMaire ^ , , de culwre est reprta dar, 25 „ de ^ 
co«e™ 120m M «. p„s.o. 250 * NaC, 5 „M » g,^,, 0 , J m 

u coctaat d « bitw dc ^ , ^ ^ ^ 

i*; a :r -* ia « ** - . ^ conlenanl q 20 

«. aur Centrtprep 30 et dp* lvec 4 voIumes de ^ £ J " 

P- , NaC, SOmM e, DTT , mr, , &hMtilIm . ^ ^ 

echange anrontaue Q15 (Sanonus, , *e par nn ^ de NaCI ^ de 
-Per e tag ne^c, „ proteine „ ^ par „ ^ ^ ^ 
pro.e.e) a « pendlnt 12h . ^ de ^ ^ ^ ^ « • 
char g e=„ geld8fitatjooSupcrdex „ .^^^ 

PH7.0, lOOmMNaCl, 10mMDTTeteIueeavec« mi „., , , 

. . eteiueeaveccememe tam P on. Le l,gan d est alors 

ajoute en «c=s e, avec ,a pr „, ilne a 4T durm , , 2h u ^ 

concentre sur Centricon 30 P our la cristallisation. 
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U ,uan*e de proteme punfe est de 2 mg/] fc cu|toe 

hon,„ g eoe,,e de , aprot&e Mm 6]earophor . e m c ^ 

* U !"*" " >™ ^ * ** - - -,u. est obser.ee su, J 
«*U pro,™ . m o»onr« q ue Klon ramion de u fiteiion ^ te 

L'echantiUon cs, nronoor^e ^ , es m _ d , ^ 



B) Analyse et proprietes du VDR 1 18-427 A 165-215. 

U capacitt de p^ mutante | se lier a 1.25(0!,)* a ere de,e mta ee pa, la 
-** de Seated en u t ,n S an, des exttaits brats de „ pr0 , <mc ^ 
a : analysca de Seated on, W effect sur Dexfran/cbarbon; les „ ttaiB £ 
« co,, BL21 (DE3) expH™, hVDR sauva 8 e ou mutant /pET ,5b, on, « dilu * 

eux a a 4 c ^ 25 ^ fc fl ^ ^ ^ 

25 I u ra e,an 8 e de ^ ^ 5 mto ,„ Mbes ^ ^ ^ t ^ 

« 7 ,K *" de 1- « W on, M donees par c„ mpU8 e « 

- sur ,e andean,; , M „ ^ ^ ^ ^ ^ 

i d7 : " k ° ,iquide sur ,5 du mi,M8 = * «™ 

it r r ; : *** ° m * -** par ,a » «*- * -dae 

c^re salon U ^e^od. decme par Claire « aL, ,, 78; „ COUIbe pleme . ^ 
pournne corroaponden, reapeeUvemen, aux reau,u B experiment „ bl e„„ s avec „ 

mTo mUU °' "** " " Pra,6i " e SMVa8e - avK lK »— «- N " MB * 0,00 6 

nM Kd - 0,37 ± 0,05 raM, „ - 0.058 ± 0,00 2 ponr ,e po^de nrn^n, ^ N , 

0..0 ± 0.0, nM. Kd . 0,55 ± 0,0 8 nH , . 0,05, ± 0,003 poor ,a pro.nre S anva S e 
avec - „„ mte de sitK , Kd . ammt de dissocjat . oni m f _ ^ ^ • 

,es expenences ont ete repetes deux fois). 

Aucun changemen, s.gruflcauf entte lea cons.an.ea de d.saoc,a..on des VDR d „ 
W. «« e, - „, « „ bservi , les vdem ^ sjmaaires ^ dicnte 
P^ablemen, pour „ ricepttllr emjer ^ ^ ^ ^ ^ 
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proprietes de transactivation des deux proteines, les LBD sauvages et mutants ont ete 
fusionnees au domaine de liaison a l'ADN de l'activateur GAL4 de la levure. Les 
proteines chimeriques ont ete exprimees par transfection dans les cellules Cos, et la 
transactivation a ete mesuree avec un rapporteur approprie repondant a GAL4. Les deux 
5 proteines presentent des proprietes de transactivation comparables dans ce systeme 

(Figure 2b : les LBD de VDR sauvage ou mutant ont ete fusionnes au domaine de 
liaison a l'ADN de l'activateur Gal4 (1-147) de la levure par clonage de l'ADNc dans les 
sites XhoI-BamHI du vecteur PXJ440 (Xiao et al., 1991); les cellules Cos ont ete 
transferees selon la methode decrite par Xiao et al., 1991, avec les vecteurs (250 ng) 

10 contenant les LBD sauvage ou mutant de hVDR avec 2 |ig de gene rapporteur 17m5- 

TATA-CAT et 2 (ig d'un recombinant de controle interne pCHHOlacZ (Pharmacia) 
exprimant la (3-galactosidase complete a 20 |xg avec un ADN support; les cellules ont 
ete trait6es avec EtOH ou l,25(OH) 2 D 3 10" 7 M; les activites CAT, normalisees en unites 
egales de fi-galactosidase, sont exprimees par rapport a l'activit6 CAT (100%) induite 

15 par le VDR sauvage en presence de l,25(OH)2D3). 

Par consequent, la deletion du domaine d'insertion n'a pas d'effet majeur sur la 
liaison du ligand, la transactivation ou la dimerisation avec le LBD de RXRa. 

La suppression du domaine d'insertion flexible dans le LBD de VDR a conduit a 
une proteine davantage soluble, qui peut etre cristallisee sous forme de complexe avec 

20 l,25(OH) 2 D 3 . Des cristaux ont pu etre obtenus par des techniques de diffusion de 

vapeur en utilisant du sulfate d'ammonium en tant que precipitant. La structure du 
cristal a ete resolue par une combinaison de remplacement moleculaire, en utilisant un 
modele partiel de RARy (Renaud et al. 1995 ; Klaholz et al., 1998), et de remplacement 
isomorphe avec un deriv6 du mercure. Les r6sultats obtenus sont resumes sur le tableau 

25 I ci-apres. 
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Tableau 1 



10 



15 



groupe de donnees 

source de rayons X 

longueur d'onde 

resolution 

reflexions uniques 

completude 

multiplicite 

Rsym' 

demiere tranche de resolution 
nombre de sites 
pouvoir de phasage (c/a) 
facteur centrique R 



20 Affinement 



25 



Compose 
nature! 



Derive 
thiomersal 



HambourgBW7B 

0,8345 A 

20,0-1,8 A 

29434 

97,4% 

4,1 

6,1% 

24%, 5,06, 93,3% 



30 



facteur R libre (10% des reflexions)" 
facteur R 

nombre d'atomes non hydrogene 
proteine 
ligand 

molecules d'eau 
Rmsd sur j a i on gueur de liaison (A) 
Rmsd sur les angles de liaison (A) 
moyenne des facteurs B pour les atomes non hydrogene (A 2 ) 
proteine 
ligand 
eau 



21,4% 
19,1% 

1994 

30 
166 
0,004 
1,083 

31„0 

22,3 

45,6 



Laboratoire 

1,5418 A 

20,0-2,9 A 

6404 

84,9% 

2,8 

9,8% 

20,6%, 3,2, 71,4% 
4 

1,33/1,72 
53% 
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(Tableau 1 : , K exp , nences Je cdsta , taion 

— * sulfate ^ r M D i 5 t r 

appartiennent au groupe d'esoace nrrho h u- " ' " CnStaux 

wi,o„ est 2, U ^ 4 atome , OTd . ft4 j ; 7^7; P * * — * * 

synchrotron de Hambourg- les results nntv^-- ?B au 

LacarteobtenuepardesphasescombineesaetecalcuMeaun, 
en utilisan, une correction de solvant L'aftaent >TT * 3 A 

(Brungeretal 1998) DescvH T * ° S «*« ^vec le logiciel CNS 

al 1991) et C0DStrUCtl0n ^ le 0 (Jones et 

1991) et une mmimisation de moindre carre suivi d'un , ffi 
individuel de facteur R™, , • affinement anisotropique 

ucieavantHl,lajonctionetlesbouclesH9-H10etHll hi? t 

d'angle Ramachad™ ind lq »e 92 4 % d e m „ f ■ ' U d ' Stnbu,ion 

«*»*. « e , 0m,a "°° S * ^ « « * * 
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Le modele a„al connen, m « sldus , w mo|6cu|es ^ r ^ 

tan e, les quane defers rtsite c. IOTltoaux . Irois ^ ^ 

37 dana la oucle H9-H.0, ,o„, pas « molua to ,, ffinemrat e „ rajso „ Je „ 

moderee de la cane de densi.e etaronique da* cette region 

La .opolog* globale du LBD da VDR (fignre , b) m sm]ilaire , ^ fa 
LED da accept nucIfaires , avec „ ^ ^ _ ^ ^ ^ ^ ^ 

« al .995). Le dcaane relian( les haiccs HI et H3 eonden, deux pe[ites WIicK ffi „ 

la ««. da RARy. La „ lnttinsique dK ^ 
silues a la jonation favnrise una adaptation douce. 

Ce fragmen, de ttota tistdua es, plu.6, eloigna du ligand, e, i, eal pa, concern 
peu pro b ab,e q ,„ joue „ rtle to „ ^ m ^ ^ ^ ^ >* 

prcehe de caUe d„ RARy complex* a das agonis.es. Les Raines s= supeqaosen, uvea 
» -d * U A « ,79 rt s,dus (seuU de eoupure de 2.5 A sua Ca), ,es regions 
exclues e,an, le pepdde c„»„ec,an, H, » H3, ,e bnn p2, , M ce H6 e, quelques noucles 
de connexion. 

U .difference la p,us «*. se stae aa „ vea „ de „ ^ ^ 

H e, H3, on, dans le RARy en,oure ,e feuillet fc e. dans ,e VDR sui, un chennn enne 
H3 e, ,ex*ni.e du M p, identique , celuj de £Ra ^ ^ 

conseque,,. , exn™,e d u feniBe, p es, deplacee vers ,• ex,eneur e, ag^andi, ,a cavi,e de 
ta. a „ vnannne D (Fig™ 3a « 3b). Tons lea brins p on, des residua en annuo, 
avec le ligand. Dans ,e brin pi, Trp 286, specif des recep,eurs VDR, JO ue un role 
unportan, dans le posiUonnemen, du ligand. 1, M pmie , m r6sea „ de ^ 
hydrogene nnpnquan, Ser 275 qni « elle-menu. „« par Wson hydJogine 
au curbonyle de Ma, 272. L,xnerni,e du feu,.,, p ea, ansa, s,ab,lisee pax des Larsons 
hydrogenas enne les coupes carbonylea de Glu 292 e, Lya 294, e, Arg ,58 de la boucle 
de connexion entre les helices H2 et H3n. 

L'helice H12, dont le positionnement est important p 0ur U liaison de coactivation 
et la transactivation, est en position agoniste (F.gure 3c). L'helice est stabilise dans 
cette onentauon par des contacts hydrophobes (He 268 de H5 et Phe 422 de H12) et 
tractions polaire, Dans ces dermeres interaction, sont engag.es ,e pont conserve 
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L» 264-GIU420, e, ™ ,iaiso„ hydrogine entre Ser 235 de 

H a *, ,54 de H12) m ^ ^ ijaiMm P « 

Tons ces ras.dus son, oousarvfe chez to, rfcepteurs VDR . ^ ^ <K) - 

«o„s suppnrnen, h „ a(I0n ^ ^ « 

. „ gm4 rhtodm6risation avK m ou h iiaiMn 4 mn ^ 

Un for, conac cris,a,„„ est observe enue n*. H3n e, ,es helices H3 H4 e, 
H12 d'une mol eo„, e symetri,uemen. reliee (Figure 3d) H3„ „• , 
ocnliHe ■ion ,. • , "™ e les """els du 

pepnde SRC1 observes dans ie complex* .ernaire de PPAR (No„ e « „ „. 

qu'il ne comienne pas le motif LXXLL trouve chez la Dlunart A 

helie. «, ,„ • P pM des '""eovaleurs. Cote 

bal.ce es, ancree par conlacs p oWres 4 Mvos dK 

— - d= H3n (Ser 216, Va, 2,7 e, m 21!) « G ,u 420 ^ "*"" N " 

region C-lenmnale de llelioo H3n w «, , J mV£aU * " 

I deuce H3n, Ser 222 es, Ire par liaison hydrogene a Lvs 24fi 
(~ de Mice „ 3 , r, tapMtlnce foncSomel]e ^ » ^ « 

H3 H4 « a.2. Les resrdus de H3„ (Val 217, Tnr 2,S, Leu 2,9, Leu 22, ., Ser 
Ja, 42, (H,2,. Ceco observauou monrre ,„ e d Was stances q „e LXXLL doiven, 

La d„ VDR U a sou ugand nan™, a pem is de rdsoudre nombre 

<~«- - * «— concernanl ,a coupon de ,a v iUmme D acti ^ 
—on avec U structure c^uHogrup^ de ,a m o,dc„,e l.bro d, vitamine D 

<S T * " • "*> — «" - - ugands on, one conforms,™ 

Poor les noyaux A, C e, D ^ 4a , La „ p|u$ ^ 

- du «enc con.ugud dans „ Mm p„x, qui ^ de „ ^ ~ 

-dus hydropbobes prddcnan, ff.gures 4b « 4c). U bgand ,ond„ englobe 

7 til r 5 VlC " 25 Pr ° Che d " M ' CK el HI,. Le gnoupe ^ 
tae una farb.c uneraodon aveo Mice H,2 (Va, 4,8). Les dis,anoes separan, L 
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parties hydroxygle-25 des groupes hydroxyles du noyau A ,. 0 He,3O H 
"fcl5,4A,respec,ivemen,. 3-OH, sont de 13 A 

- W< 3-OH forae deux liaisons H M Sea ,7 . ffl ^ " 4 "* <°< 

Chez te mamilfire , 2?4 ' <"> « '« «■ - 

Le tneue conjugue (F lgW e 4a), constant lea noyaux A et C - I T 

*• — « Uu 233 (H3, « , W c6t , u "•^" ,<W) » lta 

confomtation trans qui devie de 30 »/ „ PreSn " e 

deviation expire " ? 4 ' 2 ■*"»** I""—- Cette 

Mpiique le manque d'activite bioloeim.e *~ 

confcnnaUon .ana „u cis de U iiaiaan « c T *™ ~ 

« - — H » His 305 (ooucle „,H7, > » 3^1 ^ " 

r.sp«c 0 veme„,, esacceptmsetd ^ 305 « 397 sou, 

.« reseau de liaison „ a tecepta * fa £l ^ * *» 

mutants M. que ta trouv, L , „ * ^ Us 

'■saud de Arg 274 « His 305 ta ', P0Ur " »*" - 

oh Has 305, «^« respecti ™ en , tos ^ ^ ( QH ^ ^ 

ConfomementaufailqueleIigandl25mmn . , 
progestine e, Pacide ^oique ton ^'^^ 
Plus graade 2697 Ah nr 1 a,S ° n Iismd d » ^ « 

OH^D oolu °" * P * P '°~>< P^ue 1 25 

63 % 67 % P f ^ o/ , , . en c °mparajson aux 

j /Of o / /o et 66 % caJcules respectivement avec restrain, . 

retinoique tout trans. ' " progesterone « I'acide 

Le volume accessible de la cavite des VDR mnnt * 
Pmximite de ,a position 2 du noyau A IT " * " ^ ' 

tenresente 421 1. r ' ° CCUpee par molecules d'eau et 

~ 40 a ■ cw Kpace - «-* .« ^oup. mttyle massif : 
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ligand synthetique 2a-methyl l,25(OH) 2 D 3 qui en effet presente une affinite de liaison 4 
fois plus importante que le ligand naturel (Fujishima et al,, 1998). De plus, Tespace 
additionnel autour de la chaine aliphatique pourrait permettre le logement de differentes 
longueurs de chaine. 

5 Plusieurs analogues de la vitamine D ont ete montres comme se comportant 

differemment du ligand naturel s'agissant de la transactivation et du recrutement de 
coactivateur (Takeyama et al., 1999 ; Rachez et al., 1998). Afin de comprendre cette 
specificite, des etudes preliminaries du modelage du ligand ont ete realisees. Les ligands 
synthetiques possedant une chaine aliphatique plutot rigide en position 17, tel que MC 

10 903 (22ene-26, 27 -cyclopropyl- la, 24S (OH) 2 D 3 ) ou EB 1089 (22,24 diene - 24, 26, 

27 tri-homo la, 25 (OH) 2 D 3 ) (une ou deux double liaisons respectivement), peuvent 
loger dans la poche de liaison avec seulement quelques ajustements mineurs de la 
geometrie de 1,25 (OH) 2 D 3 . Les noyaux C et D doivent seulement etre dep laces afin de 
loger les groupes methyles en position 26 et 27 de EB1089 ou le noyau cyclopropyle de 

15 MC 903. Pour les analogues 20-epi-l,25 (OH) 2 D 3 et KH 1060, seuls les conformeres 

de faible energie, avec une conformation gauche-anti autour de C20, peuvent se loger. 
Avec une telle geom&rie, le groupe methyle en C21 pointe dans la meme cavite comme 
le ligand naturel, tandis que le reste de la chaine, du k la combinaison de la 
conformation anti de C20-C22 et de l f epimerisation de C20, borde le cote oppose de la 

20 cavite de liaison. Cette variation de chemin conduit a differents contacts pour les deux 

epimeres. La distance de la partie 1-hydroxyle jusqu'a la partie 25-hydroxyle est plus 
courte dans Tanalogue 20-epi, de sorte que les chaines longues, comme dans le cas de 
KH1060, peuvent loger. Les ligands avec une chaine aliphatique plus longue adopte une 
conformation plus compacte et forment des contacts van der Waals additionnels avec la 

25 cavite de liaison qui peut ensuite stabiliser l'helice en position H12 et/ou affecter des 

regions moins rigides de la poche de liaison comme la boucle H6-H7. 

Ces differents contacts avec une cavit6 de liaison plutot rigide peuvent expliquer 
les differences dans les demi-vies et les activitds transcriptionnelles. 

La structure de la vitamine D a fait l'objet de nombreuses etudes ces dix dernieres 

30 annees. La presente invention foumit pour la premiere fois une image de 1,25 (OH) 2 D 3 

dans sa conformation active. Jusqu'a maintenant, la chaine laterale naturelle de 1,25 
(OH) 2 D 3 a ete la cible principale des modifications chimiques en vue de decouvrir de 
nouveaux ligands agonistes plus specifiques. 
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U squelette compos, des „ oyaul A a D n'a pas p» etre modifle sa* p erte de la 
Jot* do ^ au Ugmd . LM ^ ^ P«* 1= 

on D mata ay., . ^ ooma , des ^ J ^ 

- * contact no™ , ^ de „ pKhe ie Ua]OT 
btologique normal (Verstuyf etal., 1998). 

Le comploxe selon ,'mvention rovolo l'airangement td-di mCTsiomle , de „ 

* taS °" d = < 0Ii >> ». - *-* * nouvelloa perspectlVB ^ 

conception de aquelottes origmam. ^ 3 
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RE VENDI C ATIONS 



1. Polypeptides derives du r6cepteur nucl£aire de la vitamine D chez l'homme 
5 ou les differentes espfcces du r6gne animal possddant un tel recepteur, ledit recepteur 

nucleaire comprenant un domaine de liaison au ligand, ou LBD, ce LBD contenant un 
domaine d' insertion flexible, lesdits polypeptides derives etant caract6ris6s en ce qu'ils 
comprennent : 

- les sequences peptidiques desdits r6cepteurs nucleaires dans lesquelles : 

10 * le domaine d' insertion flexible du LBD est modifi6 par substitution ou 

suppression d'au moins environ 30 acides amines, et de pr6f6rence d'au mo ins environ 
40 acides amines, ou de la totality des acides amin6s composant ce domaine 
d' insertion, 

* et, le cas 6ch6ant, un ou plusieurs ou la totalitd des acides amines situ6s aux 
15 positions 1 & environ 125, notamment aux positions 1 h 117 ou 123, des sequences 

peptidiques desdits VDR, sont modifies par substitution ou suppression, 
lesdits polypeptides d£riv6s possedant les caracteristiques suivantes : 

* les propri6t6s de liaison au ligand et de transactivation du LBD du recepteur 
de la vitamine D sont conserv6es, 

20 * ils sont stables, & savoir qu'ils peuvent etre conserves, notamment dans du 

NaCl 100 mM a pH 7 pendant au moins environ une semaine, sans que soit pour 
autant affect6es les propri6t6s susmentionnees du LBD, par opposition au LBD non 
modifi6 qui est instable dans les conditions susmentionndes, 

* ils sont cristallisables dans des solvants aqueux, notamment k 4°C par la 
25 m&hode de diffusion de vapeur a goutte suspendue, 

* et, ils sont solubles dans des solvants aqueux, 

- ou les s6quences peptidiques d6riv6es des sequences peptidiques ddfinies ci- 
dessus, notamment par suppression, addition ou substitution d'un ou plusieurs acides 
amines, lesdites sequences d£riv6es possedant les caracteristiques mentionnees ci- 

30 dessus desdits polypeptides derives. 
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2. Polypeptides derives selon la revendication 1, caracterises en ce qu'ils 
comprennent les sequences peptidiques des recepteurs nucleaires de la vitamine D 
dans lesquelles est supprim6 le fragment peptidique ddlimite : 

- d'une part, par un acide amine situ6 approximativement k Tune des positions 
5 155 a 175 des sequences peptidiques des recepteurs nucl6aires de la vitamine D 

d'origine humaine ou animale, et plus particulidrement par l'acide amin6 situe a Tune 
des positions 159 k 168 de ces sequences, 

- et, d'autre part, par un acide amin6 situ6 approximativement k Tune des 
positions 204 a 225 des sequences peptidiques des recepteurs nucl6aires de la vitamine 

10 D d'origine humaine ou animale. 

3. Polypeptides derives selon la revendication 1 ou 2, lesdits polypeptides 
derives etant choisis parmi ceux comprenant : 

- la sequence en acides amines d61imitee par les acides amines situ6s aux 
15 positions 118 et 427, ou aux positions 124 et 427 des sequences peptidiques des VDR 

d'origine humaine ou animale, et dans laquelle les residus situ6s aux positions 165 k 
215 desdites sequences peptidiques des VDR sont supprim6s, 

- ou une sequence peptidique d6riv6e de la sequence en acides amines 
susmentionn6e, notamment par suppression, addition ou substitution d'un ou plusieurs 

20 acides amin6s, ladite sequence derivee poss6dant les caract6ristiques mentionnees dans 

la revendication 1 dudit polypeptide d6riv6. 

4. Polypeptides d6rives selon Time des revendications I k 3, choisis parmi les 
polypeptides SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 6, et SEQ ID NO : 8. 

25 

5. Cristaux comprenant un polypeptide selon l'une des revendications 1 a 4, le 
cas 6ch6ant en association avec la vitamine D, ou un analogue agoniste ou antagoniste 
de la vitamine D. 

30 6. Sequence nucldotidique codant pour un polypeptide selon Tune des 

revendications 1 & 4. 
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7. Sequence nucleotidique selon la revendication 6, choisie parmi : 

- les sequences SEQ ID NO : 3, SEQ ID NO : 5 et SEQ ID NO : 7, 

- ou une sequence nucleotidique derivee par d^generescence du code genetique 
des sequences nucleotidiques susmentionnees, et codant pour un polypeptide derive du 

5 hVDR selon la revendication 4, 

- ou une sequence nucleotidique derivee des sequences nucleotidiques 
susmentionnees, notamment par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs 
nucleotides, et codant pour une sequence peptidique deriv6e des polypeptides ^ ;rives 
du hVDR definis ci-dessus, et possSdant les caractdristiques mentionn6es selon la 

10 revendication 1 desdits polypeptides derives. 



8. Sequence nucleotidique recombinante comprenant une sequence nucleotidique 
selon la revendication 6 ou 7 en association avec les elements n6cessaires h la 
transcription de cette sequence, notamment avec un promoteur et un terminateur de 

15 transcription. 

9. Vecteur, notamment plasmide, contenant une sequence nucleotidique selon 
Tune des revendications 6 k 8. 



20 10. Cellules hotes transferases par un vecteur selon la revendication 9, lesdites 

cellules 6tant choisies notamment parmi les bact6ries telles que £. coli, ou les cellules 
d'insectes susceptibles d'etre infectees par un baculovirus. 



11. Precede de preparation d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 k 
25 4, caracterise en ce qu'il comprend les 6tapes suivantes : 

- transformation de cellules £ l'aide d'un vecteur recombinant selon la 
revendication 9, 

- mise en culture des cellules ainsi trans formees, et recuperation dudit 
polypeptide produit par lesdites cellules, le cas echeant apres purification. 

30 

12. Utilisation d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4, ou de 
cristaux selon la revendication 5, pour la mise en ceuvre d'une methode de criblage 
d' analogues de la vitamine D. 
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13. Utilisation selon la revendication 12, pour la mise en oeuvre d'une m6thode 
de criblage d' analogues agonistes ou antagonistes de la vitamine D susceptibles d'etre 
utilises dans des compositions pharmaceutiques, notamment dans le cadre du 

5 traitement de pathologies canc6reuses, du psoriasis, des maladies auto-immunes, de 

Tostdodystrophie ou de l'ost6oporose. 

14. Methode de criblage d'analogues de la vitamine D, caracterisee en ce qu'elle 
comprend les 6tapes suivantes : 

10 - mise en presence d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 k 4, ou de 

cristaux selon la revendication 5, avantageusement li6 k un support soiide, avec 
1' analogue test6, Tun dudit polypeptide ou de 1' analogue de la vitamine D 6tant 
avantageusement marque, notamment k Taide d'un marqueur fluorescent, radioactif ou 
enzymatique, 

15 - detection de l'dventuelle liaison entre ledit polypeptide, ou lesdits cristaux, et 

I* analogue teste par mesure du marqueur utilis6, notamment apres rinfage du support 
utilise lors de T6tape pr6c6dente. 

15. Utilisation d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 & 4, ou de 
20 cristaux selon la revendication 5, pour la mise en oeuvre d'une m6thode d' analyse de 

la structure tridimensionnelle des complexes form6s entre ledit polypeptide, ou lesdits 
cristaux, et une molecule d6termin£e. 

16. M6thode d'analyse de la structure tridimensionnelle des complexes formes 
25 entre un polypeptide selon Tune des revendications 1 k 4, ou de cristaux selon la 

revendication 5, et une moldcule determinee, ledit proced6 comprenant les etapes 
suivantes : 

- mise en presence dudit polypeptide deriv6, ou desdits cristaux, avec la 
molecule d6termin6e, 

30 - cristallisation du complexe forme entre ledit polypeptide derive, ou lesdits 

cristaux, et la moldcule d6termin6e, notamment par diffusion de vapeur, et analyse 
tridimensionnelle dudit complexe notamment par remplacement moteculaire, 
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- ou analyse tridimensionnelle dudit complexe en phase soluble, notamment par 
RMN. 
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FIGURE 1 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/38393 



2/15 



PCT/FR0O/03248 




FIGURE lb 



FIGURE 1 (suite) 



FEUILLE DE REPLACEMENT (REGLE 26) 
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FIGURE 2 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (RE6LE 26) 




FIGURE 3 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FIGURE 3c 




FIGURE 3d 




FIGURE 3 (suite) 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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FIGURE 4a 

21 




FIGURE 4 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FIGURE 4 (suite) 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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atg gag gca atg gcg gcc age act tec ctg cct gac cct gga gac ttt 48 
Met Glu Ala Met Ala Ala Ser Thr Ser Leu Pro Asp Pro Gly Asp Phe 
15 10 15 

gac egg aac gtg ccc egg ate tgt ggg gtg tgt gga gac cga gcc act 96 
Asd Arg Asn Val Pro Arg lie Cys Gly Val Cys Gly Asp Arg Ala Thr 
20 25 30 

ggc ttt cac ttc aat get atg ace tgt gaa ggc tgc aaa ggc ttc ttc 144 
Gly Phe His Phe Asn Ala Met Thr Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe 
35 40 45 

agg cga age atg aag egg aag gca eta ttc ace tgc ccc ttc aac ggg 192 
Arg Arg Ser Met Lys Arg Lys Ala Leu Phe Thr Cys Pro Phe Asn Gly 
50 " 55 60 

gac tgc cgc ate ace aag gac aac cga cgc cac tgc cag gcc tgc egg 240 
Asp Cys Arg lie Thr Lys Asp Asn Arg Arg His Cys Gin Ala Cys Arg 
65 70 75 80 

etc aaa cgc tgt gtg gac ate ggc atg atg aag gag ttc att ctg aca 288 
Leu Lys Arg Cys Val Asp lie Gly Met Met Lys Glu Phe lie Leu Thr 
85 90 95 

gat gag gaa gtg cag agg aag egg gag atg ate ctg aag egg aag gag 336 
Asp Glu Glu Val Gin Arg Lys Arg Glu Met lie Leu Lys Arg Lys Glu 
100 105 110 

gag gag gcc ttg aag gac agt ctg egg ccc aag ctg tct gag gag cag 384 
Glu Glu Ala Leu Lys Asp Ser Leu Arg Pro Lys Leu Ser Glu Glu Gin 
115 120 125 

cag cgc ate att gcc ata ctg ctg gac gcc cac cat aag ace tac gac 432 
Gin Arg lie He Ala He Leu Leu Asp Ala His His Lys Thr Tyr Asp 
130 135 140 

ccc ace tac tec gac ttc tgc cag ttc egg cct cca gtt cgt gtg aat 480 
Pro Thr Tyr Ser Asp Phe Cys Gin Phe Arg Pro Pro Val Arg Val Asn 
145 150 155 160 

gat ggt gga ggg age cat cct tec agg ccc aac tec aga cac act ccc 528 
Asp Gly Gly Gly Ser His Pro Ser Arg Pro Asn Ser Arg His Thr Pro 
165 170 175 

age ttc tct ggg gac tec tec tec tec tgc tea gat cac tgt ate acc 576 
Ser Phe Ser Gly Asp Ser Ser Ser Ser Cys Ser Asp His Cys lie Thr 
180 185 190 

tct tea gac atg atg gac teg tec age ttc tec aat ctg gat ctg agt 624 
Ser Ser Asp Met Met Asp Ser Ser Ser Phe Ser Asn Leu Asp Leu Ser 

195 200 205 



Figure 5 
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gaa caa gat tea gat gac cct tct gtg acc eta gag ctg tec cag etc 672 

Glu Glu Asp Ser Asp Asp Pro Ser Val Thr Leu Glu Leu Ser Gin Leu 

210 " 215 220 

tec atg ctg ccc cac ctg get gac ctg gtc agt tac age ate caa aag 720 

Ser Met Leu Pro His Leu Ala Asp Leu Vai Ser Tyr Ser lie Gin Lys 
225 230 235 240 



gtc att ggc ttt get aag atg ata cca gga ttc aga gac etc acc tct 
Val He Gly Phe Ala Lys Met He Pro Gly Phe Arg Asp Leu Thr Ser 
245 ' 250 255 



cag aag eta gec gac ctg cgc age etc aat gag gag cac tec aag cag 
Gin Lys Leu Ala Asp Leu Arg Ser Leu Asn Glu Glu His Ser Lys Gin 
385 ^ 390 395 400 



768 



gag gac cag ate gta ctg ctg aag tea agt gee att gag gtc ate atg 316 
Glu Asp Gin He Val Leu Leu Lys Ser Ser Ala He Glu Val He Met 
260 265 270 

ttg cgc tec aat gag tec ttc acc atg gac gac atg tec tgg acc tgt 864 
Leu Arg Ser Asn Glu Ser Phe Thr Met Asp Asp Met Ser Trp Thr Cys 
275 280 285 

ggc aac caa gac tac aag tac cgc gtc agt gac gtg acc aaa gee gga 912 
Gly Asn Gin Asp Tyr Lys Tyr Arg Val Ser Asp Val Thr Lys Ala Gly 
290 295 300 

cac age ctg gag ctg att gag ccc etc ate aag ttc cag gtg gga ctg 960 
His Ser Leu Glu Leu He Glu Pro Leu He Lys Phe Gin Val Gly Leu 
305 310 315 320 

aag aag ctg aac ttg cat gag gag gag cat gtc ctg etc atg gee ate 
Lys Lys Leu Asn Leu His Glu Glu Glu His Val Leu Leu Met Ala He 
325 330 335 

tgc ate gtc tec cca gat cgt cct ggg gtg cag gac gee gcg ctg ate 
Cys He Val Ser Pro Asp Arg Pro Gly Val Gin Asp Ala Ala Leu He 
340 345 350 

gag gee ate cag gac cgc ctg tec aac aca ctg cag acg tac ate cgc 
Glu Ala He Gin Asp Arg Leu Ser Asn Thr Leu Gin Thr Tyr He Arg 
355 360 365 

tgc cgc cac ccg ccc ccg ggc age cac ctg etc tat gec aag atg ate 1152 
Cys Arg His Pro Pro Pro Gly Ser His Leu Leu Tyr Ala Lys Met He 
370 375 380 



1008 



1056 



1104 



1200 



tac cgc tgc etc tec ttc cag cct gag tgc age atg aag eta acg ccc 1248 

Tyr Arg Cys Leu Ser Phe Gin Pro Glu Cys Ser Met Lys Leu Thr Pro 
405 410 415 

ctt gtg etc gaa gtg ttt ggc aat gag ate tec tga 1284 

Leu Val Leu Glu Val Phe Gly Asn Glu He Ser 
420 425 



Figure 5 (suite 1) 
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atg gag gca atg gcg gcc age act tec ctg cct gac cct gga gac ttt 48 
Met Glu Ala Met Ala Ala Ser Thr Ser Leu Pro Asp Pro Gly Asp Phe 
1 5 10 15 



gac egg aac gtg ccc egg ate tgt ggg gtg tgt gga gac cga gcc act 

Asp Arg Asn Val Pro Arg He Cys Gly Val Cys Gly Asp Arg Ala Thr 
2C 25 30 

ggc ttt cac ttc aat get atg ace tgt gaa ggc tgc aaa ggc ttc ttc 

Gly Phe His Phe Asn Ala Met Thr Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe 
35 40 45 

agg cga age atg aag egg aag gca eta ttc ace tgc ccc ttc aac ggg 

Arg Arg Ser Met Lys Arg Lys Ala Leu Phe Thr Cys Pro Phe Asn Gly 
50 55 60 

gac tgc egc ate acc aag gac aac cga cgc cac tgc cag gcc tgc egg 

Asp Cys Arg He Thr Lys Asp Asn Arg Arg His Cys Gin Ala Cys Arg 

65 70 75 80 

etc aaa cgc tgt gtg gac ate ggc atg atg aag gag ttc att ctg aca 

Leu Lys Arg Cys Val Asp He Gly Met Met Lys Glu Phe He Leu Thr 

85 90 95 

gat gag gaa gtg cag agg aag egg gag atg ate ctg aag egg aag gag 

Asp Glu Glu Val Gin Arg Lys Arg Glu Met He Leu Lys Arg Lys Glu 
100 105 110 

gag gag gcc ttg aag gac agt ctg egg ccc aag ctg tct gag gag cag 

Glu Glu Ala Leu Lys Asp Ser Leu Arg Pro Lys Leu Ser Glu Glu Gin 
115 " 120 125 

cag cgc ate att gcc ata ctg ctg gac gcc cac cat aag acc tac gac 

Gin Arg He lie Ala lie Leu Leu Asp Ala His His Lys Thr Tyr Asp 
130 135 140 

ccc acc tac tec gac ttc tgc cag ttc egg cct cca gtt cgt gtg aat 

Pro Thr Tyr Ser Asp Phe Cys Gin Phe Arg Pro Pro Val Arg Val Asn 

145 ' 150 155 160 

gat ggt gga ggg age gtg acc eta gag ctg tec cag etc tee atg ctg 

Asp Gly Gly Gly Ser Val Thr Leu Glu Leu Ser Gin Leu Ser Met Leu 

165 170 175 

ccc cac ctg get gac ctg gtc agt tac age ate caa aag gtc att ggc 

Pro His Leu Ala Asp Leu Val Ser Tyr Ser He Gin Lys Val He Gly 
180 185 190 

ttt get aag atg ata cca gga ttc aga gac etc acc tct gag gac cag 

Phe Ala Lys Met lie Pro Gly Phe Arg Asp Leu Thr Ser Glu Asp Gin 
195 200 205 
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Figure 6 
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etc tec ttc cag cct gag tgc age atg aag eta acg ccc ctt gtg etc 

Leu Ser Phe Gin Pro Glu Cys Ser Met Lys Leu Thr Pro Leu Val Leu 
355 360 365 

gaa gtg ttt ggc aat gag ate tec tga 

Glu Val Phe Gly Asn Glu He Ser 
370 375 



768 



ate gta ctg ctg aag tea agt gec att gag gtc ate atg ttg cgc tec 672 
lie Val Leu Leu Lys Ser Ser Ala He Glu Val He Met Leu Arg Ser 
210 215 220 

aat gag tec ttc acc atg gac gac atg tec tgg ace tgt ggc aac caa 720 
Asn Glu Ser Phe Thr Met Asp Asp Met Ser Trp Thr Cys Gly Asn Gin 
225 230 235 240 

gac tac aag tac cgc gtc agt gac gtg acc aaa gec gga cac age ctg 
Asp Tyr Lys Tyr Arg Val Ser Asp Val Thr Lys Ala Gly His Ser Leu 
245 250 255 

gag ctg att gag ccc etc ate aag ttc cag gtg gga ctg aag aag ctg 816 
Glu Leu He Glu Pro Leu He Lys Phe Gin Val Gly Leu Lys Lys Leu 
260 265 270 

aac ttg cat gag gag gag cat gtc ctg etc atg gee ate tgc ate gtc 864 
Asn Leu His Glu Glu Glu His Val Leu Leu Met Ala He Cys He Val 
275 280 285 

tec cca gat cgt cct ggg gtg cag gac gec gcg ctg ate gag gec ate 
Ser Pro Asp Arg Pro Gly Val Gin Asp Ala Ala Leu He Glu Ala lie 
290 4 295 300 

cag gac cgc ctg tec aac aca ctg cag acg tac ate cgc tgc cgc cac 
Gin Asp Arg Leu Ser Asn Thr Leu Gin Thr Tyr He Arg Cys Arg His 
305 310 315 320 

ccg ccc ccg ggc age cac ctg etc tat gec aag atg ate cag aag eta 
Pro Pro Pro Gly Ser His Leu Leu Tyr Ala Lys Met He Gin Lys Leu 
325 330 335 

gee gac ctg cgc age etc aat gag gag cac tec aag cag tac cgc tgc 1056 
Ala Asp Leu Arg Ser Leu Asn Glu Glu His Ser Lys Gin Tyr Arg Cys 
340 345 350 
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Figure 6 (suite 1) 
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gac agt ctg egg ccc aag ctg tct gag gag cag cag cgc ate att gec 48 

Asp Ser Leu Arg Pro Lys Leu Ser Glu Glu Gin Gin Arg He He Ala 
15 10 15 

ata ctg ctg gac gec cac cat aag acc tac gac ccc acc tac tec gac 96 

lie Leu Leu Asp Ala His His Lys Thr Tyr Asp Pro Thr Tyr Ser Asp 
20 25 30 

ttc tgc cag ttc egg cct cca gtt cgt gtg aat gat ggt gga ggg tct 144 

Phe Cys Gin Phe Arg Pro Pro Val Arg Val Asn Asp Gly Gly Gly Ser 
35 40 45 

gtg acc eta gag ctg tec cag etc tec atg ctg ccc cac ctg get gac 192 

Val Thr Leu Glu Leu Ser Gin Leu Ser Met Leu Pro His Leu Ala Asp 
50 55 60 

ctg gtc agt tac age ate caa aag gtc att ggc ttt get aag atg ata 240 

Leu Val Ser Tyr Ser He Gin Lys Val He Gly Phe Ala Lys Met He 
65 70 75 80 

cca gga ttc aga gac etc acc tct gag gac cag ate gta ctg ctg aag 288 

Pro Gly Phe Arg Asp Leu Thr Ser Glu Asp Gin He Val Leu Leu Lys 
85 90 95 

tea agt gec att gag gtc ate atg ttg cgc tec aat gag tec ttc acc 336 

Ser Ser Ala He Glu Val He Met Leu Arg Ser Asn Glu Ser Phe Thr 
100 105 110 

atg gac gac atg tec tgg acc tgt ggc aac caa gac tac aag tac cgc 384 

Met Asp Asp Met Ser Trp Thr Cys Gly Asn Gin Asp Tyr Lys Tyr Arg 
115 120 125 

gtc agt gac gtg acc aaa gee gga cac age ctg gag ctg att gag ccc 432 

Val Ser Asp Val Thr Lys Ala Gly His Ser Leu Glu Leu He Glu Pro 
130 ' 135 140 

etc ate aag ttc cag gtg gga ctg aag aag ctg aac ttg cat gag gag 480 

Leu He Lys Phe Gin Val Gly Leu Lys Lys Leu Asn Leu His Glu Glu 

145 150 155 160 

gag cat gtc ctg etc atg gec ate tgc ate gtc tec cca gat cgt ect 528 

Glu His Val Leu Leu Met Ala He Cys He Val Ser Pro Asp Arg Pro 
165 170 175 

ggg gtg cag gac gec gcg ctg ate gag gec ate cag gac cgc ctg tec 576 

Gly Val Gin Asp Ala Ala Leu He Glu Ala He Gin Asp Arg Leu Ser 
180 185 190 

aac aca ctg cag acg tac ate cgc tgc cgc cac ccg ccc ceg ggc age 624 

Asn Thr Leu Gin Thr Tyr He Arg Cys Arg His Pro Pro Pro Gly Ser 
195 200 205 



Figure 7 
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cac ctg etc tat gee aag atg ate cag aag eta gee gac ctg cgc age 
His Leu Leu Tyr Ala Lys Met lie Gin Lys Leu Ala Asp Leu Arg Ser 
210 215 220 



672 



etc aat gag gag cac tec aag cag tac cgc tgc etc tec ttc cag cct 
Leu Asn Glu Glu His Ser Lys Gin Tyr Arg Cys Leu Ser Phe Gin Pro 
225 230 235 240 



720 



gag tgc age atg aag eta acg ccc ctt gtg etc gaa gtg ttt ggc aat 
Glu Cys Ser Met Lys Leu Thr Pro Leu Val Leu Glu Val Phe Gly Asn 
245 250 255 



768 



gag ate tec tga 
Glu lie Ser 



730 



Figure 7 (suite 1) 
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ctg tct gag gag cag cag cgc ate att gec ata ctg ctg gac gec cac 
Leu Ser Glu Glu Gin Gin Arg lie lie Ala He Leu Leu Asp Ala His 
15 10 15 



48 



car aag acc tac gac ccc acc tac tec gac ttc tgc cag ttc egg cct 96 
His Lys Thr Tyr Asp Pro Thr Tyr Ser Asp Phe Cys Gin Phe Arg Pro 
20 25 30 

cca gtt cgt gtg aat gat ggt gga ggg age gtg acc eta gag ctg tec 144 
Pro Val Arg Val Asn Asp Gly Gly Gly Ser Val Thr Leu Glu Leu Ser 
35 4 0 4 5 

cag etc tec atg ctg ccc cac ctg get gac ctg gtc agt tac age ate 192 
Gin Leu Ser Met Leu Pro His Leu Ala Asp Leu Val Ser Tyr Ser lie 
50 55 60 

caa aag gtc att ggc ttt get aag atg ata cea gga ttc aga gac etc 240 
Gin Lys Val He Gly Phe Ala Lys Met He Pro Gly Phe Arg Asp Leu 
65 70 75 80 

acc tct gag gac cag ate gta ctg ctg aag tea agt gec att gag gtc 288 
Thr Ser Glu Asp Gin He Val Leu Leu Lys Ser Ser Ala He Glu Val 
85 90 95 

ate atg ttg cgc tec aat gag tec ttc acc atg gac gac atg tec tgg 336 
He Met Leu Arg Ser Asn Glu Ser Phe Thr Met Asp Asp Met Ser Trp 
100 105 110 

acc tgt ggc aac caa gac tac aag tac cgc gtc agt gac gtg acc aaa 384 
Thr Cys Gly Asn Gin Asp Tyr Lys Tyr Arg Val Ser Asp Val Thr Lys 
115 120 125 

gee gga cac age ctg gag ctg att gag ccc etc ate aag ttc cag gtg 432 
Ala Gly His Ser Leu Glu Leu He Glu Pro Leu He Lys Phe Gin Val 
130 135 140 



gga ctg aag aag ctg aac ttg cat gag gag gag cat gtc ctg etc atg 
Gly Leu Lys Lys Leu Asn Leu His Glu Glu Glu His Val Leu Leu Met 
145 150 155 160 



ctg ate gag gee ate cag gac cgc ctg tec aac aca ctg cag acg tac 
Leu He Glu Ala He Gin Asd Arg Leu Ser Asn Thr Leu Gin Thr Tyr 
180 185 190 



480 



gee ate tgc ate gtc tec cca gat cgt cct ggg gtg cag gac gee gcg 528 
Ala He Cys He Val Ser Pro Asp Arg Pro Gly Val Gin Asp Ala Ala 
165 170 175 



576 



ate cgc tgc cgc cac ccg ccc ccg ggc age cac ctg etc tat gec aag 624 
He Arg Cys Arg His Pro Pro Pro Gly Ser His Leu Leu Tyr Ala Lys 
195 J 200 205 



Figure 8 



WO 01/38393 



PCT/TROO/03248 



15/15 



atg ate cag aag eta gee gac ctg cgc age etc aat gag gag cac tec 
Met lie Gin Lys Leu Ala Asp Leu Arg Ser Leu Asn Glu Glu His Ser 
210 J 215 220 



acg ccc ctt gtg etc gaa gtg ttt ggc aat gag ate tec tga 
Thr Pro Leu Val Leu Glu Val Phe Gly Asn Glu He Ser 
245 250 



672 



aag cag tac cgc tgc etc tec ttc cag cct gag tgc age atg aag eta 720 
Lys Gin Tyr Arg Cys Leu Ser Phe Gin Pro Glu Cys Ser Met Lys Leu 
225 230 235 240 



762 



Figure 8 (suite 1) 
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<210> 1 
<211> 1284 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<220> 
<221> CDS 
<222> (1). 



(1281) 



<4O0> 1 

atg gag gca atg gcg gcc age act tec ctg cct gac cct gga gac ttt 

Met Glu Ala Met Ala Ala Ser Thr Ser Leu Pro Asp Pro Gly Asp Phe 
15 10 15 



48 



gac egg aac gtg ccc egg ate tgt ggg gtg tgt gga gac cga gcc act 
Asp Arg Asn Val Pro Arg He Cys Gly Val Cys Gly Asp Arg Ala Thr 
20 25 30 



96 



ggc ttt cac ttc aat get atg acc tgt gaa ggc tgc aaa ggc ttc ttc 144 

Gly Phe His Phe Asn Ala Met Thr Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe 

35 40 45 

agg cga age atg aag egg aag gca eta ttc acc tgc ccc ttc aac ggg 192 

Arg Arg Ser Met Lys Arg Lys Ala Leu Phe Thr Cys Pro Phe Asn Gly 

50 55 60 

gac tgc cgc ate acc aag gac aac cga cgc cac tgc cag gcc tgc egg 240 

Asp Cys Arg He Thr Lys Asp Asn Arg Arg His Cys Gin Ala Cys Arg 

65 ' 70 75 80 



etc aaa cgc tgt gtg gac ate ggc atg atg aag gag ttc att ctg aca 
Leu Lys Arg Cys Val Asp He Gly Met Met Lys Glu Phe He Leu Thr 
85 90 95 



288 



gat gag gaa gtg cag agg aag egg gag atg ate ctg aag egg aag gag 
Asp Glu Glu Val Gin Arg Lvs Arg Glu Met He Leu Lys Arg Lys Glu 
100 105 110 



336 



gag gag gee ttg aag gac agt ctg egg ccc aag ctg tct gag gag cag 
Glu Glu Ala Leu Lys Asp Ser Leu Arg Pro Lys Leu Ser Glu Glu Gin 
115 120 125 



384 
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caq cgc ate att ccc ata ctg ctg gac gec cac cat aag acc tar gac 432 

Gin Arg lie lie Aia lie Leu Leu Asp Ala His His Lys Thr Tyr Asp 
130 135 140 

ccc acc tac tec gac ttc tgc cag ttc egg cct cca gtt cgt gtg aat 480 

Pro Thr Tyr Ser Asp Phe Cys Gin Phe Arg Pro Pro Val Arg Val Asn 

145 * ' 150 ~ 155 160 

gat ggt gga ggg age cat cct tec agg ccc aac tec aga cac act ccc 528 

Asp Gly Gly Gly Ser His Pro Ser Arg Pro Asn Ser Arg His Thr Pro 

165 170 175 

age ttc tct ggg gac tec tec tec tec tgc tea gat cac tgt ate acc 576 

Ser Phe Ser Gly Asp Ser Ser Ser Ser Cys Ser Asp His Cys lie Thr 

180 185 190 

tct tea gac atg atg gac teg tec age ttc tec aat ctg gat ctg agt 624 

Ser Ser Asp Met Met Asp Ser Ser Ser Phe Ser Asn Leu Asp Leu Ser 
195 200 205 

gaa gaa gat tea gat gac cct tct gtg acc eta gag ctg tec cag etc 672 

Glu Glu Asp Ser Asp Asp Pro Ser Val Thr Leu Glu Leu Ser Gin Leu 
210 215 220 

tec atg ctg ccc cac ctg get gac ctg gtc agt tac age ate caa aag 720 

Ser Met Leu Pro His Leu Ala Asp Leu Val Ser Tyr Ser lie Gin Lys 

225 230 235 240 

gtc att ggc ttt get aag atg ata cca gga ttc aga gac etc acc tct 768 

Val He Gly Phe Ala Lys Met He Pro Gly Phe Arg Asp Leu Thr Ser 

245 250 255 

gag gac cag ate gta ctg ctg aag tea agt gee att gag gtc ate atg 816 

Glu Asp Gin He Val Leu Leu Lys Ser Ser Ala He Glu Val He Met 

260 265 270 

ttg cgc tec aat gag tec ttc acc atg gac gac atg tec tgg acc tgt 864 

Leu Arg Ser Asn Glu Ser Phe Thr Met Asp Asp Met Ser Trp Thr Cys 
275 280 285 

ggc aac caa gac tac aag tac cgc gtc agt gac gtg acc aaa gec gga 912 

Gly Asn Gin Asp Tyr Lys Tyr Arg Val Ser Asp Val Thr Lys Aia Gly 
290 295 300 

cac age ctg gag ctg att gag ccc etc ate aag ttc cag gtg gga ctg 960 

His Ser Leu Glu Leu He Glu Pro Leu lie Lys Phe Gin Val Gly Leu 

305 310 315 320 

aag aag ctg aac ttg cat gag gag gag cat gtc ctg etc atg gec ate 1008 

Lys Lys Leu Asn Leu His Glu Glu Glu His Val Leu Leu Met Aia lie 

325 330 335 

tgc ate gtc tec cca gat cgt cct ggg gtg cag gac gee gcg ctg ate 1056 

Cys lie Val Ser Pro Asp Arg Pro Gly Val Gin Asp Ala Ala Leu He 

34C 345 350 

gag gec ate cag gac cgc ctg tec aac aca ctg cag acg tac ate cgc 1104 

Glu Ala lie Gin Asp Arg Leu Ser Asn Thr Leu Gin Thr Tyr He Arg 
355 360 365 
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tgc cgc cac ccg ccc c; 



Cys Arg His Pro Pro 
370 



9 ggc age cac ctg 



Pro Gly Ser His Le 



etc tat 
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9 ate 1152 



380 
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cag aag eta gec aac rtn 
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385 



390 



395 
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a *g cag 1200 
Lys Gin 
400 



405 



410 



er Met L ys Leu Thr Pro 



c g ccc 12^8 
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415 



420 



Gly Asn Glu lie Ser 



425 



1284 



<210> 2 
<211> 427 
<212> PR T 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 
Met Glu Ala Met Ala Al 



a Ser Thr Ser Leu Pro 



10 



Asp Pro Gly Asp Phe 



*" *" 7o P " »• * «g v al c yi „, isp 



Gly Phe His Phe Asn 



15 



Arg Ala Thr 
30 



5 n K " n ,i c " «° <*■ «, Phe 

45 



«*. S« „.t L yS Lys „. L « u ph9 Wt cyj 

5 60 



Phe Asn 



Gly 



Asp Cys Arg U e Thr 



65 



^ Asp Asn Arg Arg His 



70 



75 



^ V H ^ M - M - ^ 31 

90 

*P «. »j; Cln ar , Lys tag a> „ et n4 



Cys Gin Ala Cys Arg 

80 

u Phe lie Leu Thr 



95 



Lys Arg Lys Gli 



«« Glu Ala Leu Lys Asp Ser Leu Afg ^ 



110 



120 



Lys Leu Ser Glu Glu 



010 £j Ue Ile Ala lie Leu Leu 



125 



Gin 



- - * to *, J JQ ^ G1 „ ^ f „ 

-p «y «» Gly f . „ ls Pro s „ Srg Pro 



135 



Asp Ala His His Lys Thr 



140 



Tyr Asp 



170 



Asn 
160 



Asn Ser Arg His Thr Pro 



Ser Phe Ser Gly Asp Ser 



175 



180 



Ser Ser Ser Cys Ser Asp H 



185 



Ser S 



r Ser Asp Met Met Asp Se 



195 



r Ser S 
200 



er Phe Ser Asn L 



is Cys He Thr 
190 

eu Asp Leu Ser 



205 
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Glu Glu Asp Ser Asp Asp Pro Ser Val Thr Leu Glu Leu Ser Gin Leu 
210 215 220 

Ser Met Leu Pro His Leu Ala Asp Leu Val Ser Tyr Ser lie Gin Lys 
225 230 235 240 

Val lie Gly ?he Ala Lys Met He Pro Gly Phe Arg Asp Leu Thr Ser 
245 250 255 

Glu Asp Gin lie Val Leu Leu Lys Ser Ser Ala He Glu Val lie Met 
260 265 270 

Leu Arg Ser Asn Glu Ser Phe Thr Met Asp Asp Met Ser Trp Thr Cys 
275 280 285 

Gly Asn Gin Asp Tyr Lys Tyr Arg Vai Ser Asp Val Thr Lys Ala Gly 
290 295 300 

His Ser Leu Glu Leu He Glu Pro Leu He Lys Phe Gin Val Gly Leu 
305 310 315 320 

Lys Lys Leu Asn Leu His Glu Glu Glu His Val Leu Leu Met Aia He 
325 330 335 

Cys He Vai Ser Pro Asp Arg Pro Gly Val Gin Asp Ala Ala Leu He 
340 345 350 

Glu Ala He Gin Asp Arg Leu Ser Asn Thr Leu Gin Thr Tyr lie Arg 
355 360 365 

Cys Arg His Pro Pro Pro Gly Ser His Leu Leu Tyr Ala Lys Met lie 
370 375 380 

Gin Lys Leu Ala Asp Leu Arg Ser Leu Asn Glu Glu His Ser Lys Gin 
385 390 395 400 

Tyr Arg Cys Leu Ser Phe Gin Pro Glu Cys Ser Met Lys Leu Thr Pro 
405 410 415 



Leu Val Leu Glu Val Phe Gly Asn Glu lie Ser 
420 425 



<210> 3 
<211> 1131 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
nucleotidique codant un polypeptide derive du 
recepteur nucleaire de la vitamine D humain 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1123) 



48 



96 



144 



192 



240 



288 
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<40C> 3 

gac egg aac gtg ccc egg ate 

isp *" i! " "3 «• - 1 S? S E E E E - 

30 

~ E i - = = B Sr g I" 5 - »■ J- £ £ 

60 

i 5 3 2 5 a c S 5 g b g. a s ^ 
S " - - 1 5 2 IK K E E E - ;« «. « 

110 

gag gag gcc ttg aaq aac ^ 

- - s - - f 5 = 2 5 s a a s a a a 

125 

a S 5 2 s 2 a a 5 S S 2 S E E E 

S = S s " 5 5 5 a s « 1 S !S 5 5? E 

5 5 5 85 1 a = = = S = a s £ s a 

tt 190 

2 s - = « = S s 2 .2 c e a a 5 - 

aat gag ttc 

Asn Glu Ser o he ^ ? 3C QaC atg tcc tgg acc tat ™„ 

r .ne Thr Met Asp Asp Me*- Ser T rn I gt ggc aac 

5 230 ^ SSr T ^P Cys Giy Asn Gin 



336 



384 



432 



720 

-«* ^ oxy Asn Gin 
240 
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gac tac aag tac cgc gtc agt gac grg acc aaa gcc gga cac age ctg 768 

Asp Tyr Lys Tyr Arg Val Ser Asp Val Thr Lys Ala Gly His Ser Leu 

245 250 255 

gag ctg art gag ccc etc are aag ttc cag gtg gga ctg aag aag ctg 816 

Glu Leu He Glu Pro Leu He Lys Phe Gin Val Gly Leu Lys Lys Leu 
260 265 270 



aac ttg cat gag gag gag cat gtc ctg etc atg gcc ate tgc ate gtc 
Asn Leu His Glu Glu Glu His Val Leu Leu Met Ala He Cys He Val 
275 280 285 



864 



tec cca gat cgt cct ggg gtg cag gac gee gcg ctg ate gag gcc ate 912 
Ser Pro Asp Arg Pro Gly Val Gin Asp Ala Ala Leu He Glu Ala He 
290 295 300 

cag gac cgc ctg tec aac aca ctg cag acg tac ate cgc tgc cgc cac 960 
Gin Asp Arg Leu Ser Asn Thr Leu Gin Thr Tyr He Arg Cys Arg His 
305 310 315 320 

ccg ccc ccg ggc age cac ctg etc tat gcc aag atg ate cag aag eta 1008 
Pro Pro Pro Gly Ser His Leu Leu Tyr Ala Lys Met He Gin Lys Leu 
325 330 335 

gcc gac ctg cgc age etc aat gag gag cac tec aag cag tac cgc tgc 
Ala Asp Leu Arg Ser Leu Asn Glu Glu His Ser Lys Gin Tyr Arg Cys 
340 345 350 

etc tec ttc cag cct gag tgc age atg aag eta acg ccc ctt gtg etc 
Leu Ser Phe Gin Pro Glu Cys Ser Met Lys Leu Thr Pro Leu Val Leu 
355 360 365 

gaa gtg ttt ggc aat gag ate tec tga 1131 
Glu Val Phe Gly Asn Glu He Ser 
370 375 



1056 



1104 



<210> 4 
<211> 376 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
nucleotidique codant un polypeptide derive du 
recepteur nucleaire de la vitamine D humain 

<400> 4 

Met Glu Ala Met Ala Ala Ser Thr Ser Leu Pro Asp Pro Gly Asp Phe 
15 10 15 

Asp Arg Asn Val Pro Arg He Cys Gly Val Cys Gly Asp Arg Ala Thr 
20 2 5 30 

Gly Phe His Phe Asn Ala Met Thr Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe 
35 40 45 

Arg Arg Ser Met Lys Arg Lys Ala Leu Phe Thr Cys Pro Phe Asn Gly 

50 " 55 60 

Asp Cys Arg He Thr Lys Asv Asn Arg Arg His Cys Gin Ala Cys Arg 

65 70 75 80 
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Leu Lys Arg Cys Val Asp lie Gly Met Met Lys Glu Fhe He Leu Thr 
85 90 95 

Asp Glu Glu Val Gin Arg Lys Arg Glu Met He Leu Lys Arg Lys Glu 
100 105 110 

Glu Glu Ala Leu Lys Asp Ser Leu Arg Pro Lys Leu Ser Glu Glu Gin 
115 ' 120 125 

Gin Arg He He Ala He Leu Leu Asp Ala His His Lys Thr Tyr Asp 
130 135 140 

Pro Thr Tyr Ser Asp Phe Cys Gin Phe Arg Pro Pro Val Arg Val Asn 
145 ~ * 150 * 155 160 

Asp Gly Gly Gly Ser Val Thr Leu Glu Leu Ser Gin Leu Ser Met Leu 
165 170 175 

Pro His Leu Ala Asp Leu Val Ser Tyr Ser He Gin Lys Val He Gly 
180 185 190 

Phe Ala Lys Met He Pro Gly Phe Arg Asp Leu Thr Ser Glu Asp Gin 
195 200 205 

He Val Leu Leu Lys Ser Ser Ala He Glu Val He Met Leu Arg Ser 
210 215 220 

Asn Glu Ser Phe Thr Met Asp Asp Met Ser Trp Thr Cys Gly Asn Gin 
225 230 235 240 

Asp Tyr Lys Tyr Arg Val Ser Asp Val Thr Lys Ala Gly His Ser Leu 
245 * 250 255 

Glu Leu He Glu Pro Leu He Lys Phe Gin Val Gly Leu Lys Lys Leu 
260 265 270 

Asn Leu His Glu Glu Glu His Val Leu Leu Met Ala lie Cys He Val 
275 280 285 

Ser Pro Asp Arg Pro Gly Val Gin Asp Ala Ala Leu He Glu Ala He 
290 295 300 

Gin Asp Arg Leu Ser Asn Thr Leu Gin Thr Tyr He Arg Cys Arg His 
305 310 315 320 

Pro Pro Pro Gly Ser His Leu Leu Tyr Ala Lys Met He Gin Lys Leu 
325 330 335 

Ala Asp Leu Arg Ser Leu Asn Glu Glu His Ser Lys Gin Tyr Arg Cys 
340 345 350 

Leu Ser Phe Gin Pro Glu Cys Ser Met Lys Leu Thr Pro Leu Val Leu 
355 360 365 



Glu Val Phe Gly Asn Glu He Ser 
370 375 



<21C> 5 
<211> 730 
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<212> ADN 

<213> Sequence artificielie 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielie: sequence 
nucieotidique codant un polypeptide derive du 
recepteur nucleaire de la vitamine D humain 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (777) 

<400> 5 

gac agt ctg egg ccc aag ctg tct gag gag cag cag cgc ate att gec 

Asp Ser Leu Arg Pro Lys Leu Ser Glu Giu Gin Gin Arg lie lie Ala 

15 10 15 

ata ctg ctg gac gec cac cat aag acc tac gac ccc acc tac tec gac 
lie Leu Leu Asp Ala His His Lys Thr Tyr Asp Pro Thr Tyr Ser Asp 
20 25 30 

ttc tgc cag ttc egg cct cca gtt cgt gtg aat gat ggt gga ggg tct 
Phe Cys Gin Phe Arg Pro Pro Val Arg Val Asn Asp Gly Giy Gly Ser 
35 40 45 

gtg acc eta gag ctg tec cag etc tec atg ctg ccc cac ctg get gac 
Val Thr Leu Glu Leu Ser Gin Leu Ser Met Leu Pro His Leu Ala Asp 
50 55 60 

ctg gtc agt tac age ate caa aag gtc att ggc ttt get aag atg ata 
Leu Val Ser Tyr Ser He Gin Lys Val He Gly Phe Ala Lys Met He 
65 70 75 80 

cca gga ttc aga gac etc acc tct gag gac cag ate gta ctg ctg aag 
Pro Gly Phe Arg Asp Leu Thr Ser Glu Asp Gin He Val Leu Leu Lys 
85 90 95 

tea agt gee att gag gtc ate atg ttg cgc tec aat gag tec ttc acc 
Ser Ser Ala He Glu Val He Met Leu Arg Ser Asn Giu Ser Phe Thr 
100 105 110 

atg gac gac atg tec tgg acc tgt ggc aac caa gac tac aag tac cgc 
Met Asp Asp Met Ser Trp Thr Cys Gly Asn Gin Asp Tyr Lys Tyr Arg 
115 120 125 

gtc agt gac gtg acc aaa gee gga cac age ctg gag ctg att gag ccc 
Val Ser Asp Val Thr Lys Ala Gly His Ser Leu Glu Leu He Glu Pro 
130 135 140 

etc ate aag ttc cag gtg gga ctg aag aag ctg aac ttg cat gag gag 
Leu He Lys Phe Gin Val Giy Leu Lys Lys Leu Asn Leu His Glu Glu 
145 " 150 155 160 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



gag cat gtc ctg etc atg gec ate tgc ate gtc tec cca gat cgt cct 528 
Glu His Val Leu Leu Met Ala He Cys He Val Ser Pro Asp Arg Pro 
165 170 175 

ggg gtg cag gac gec gcg ctg ate gag gee ate cag gac cgc ctg tec 576 
Giy Val Gin Asp Ala Ala Leu He Giu Ala lie Gin Asp Arg Leu Ser 
180 185 190 
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aac aca ctg cag acg tac arc cgc tgc cgc cac ccg ccc ccg ggc age 624 
Asn Thr Leu Gin Thr Tyr He Arg Cys Arg His Pro Pro Pro Sly Ser 
195 " 200 205 

cac ctg etc tat gec aag atg ate cag aag eta gee gac ctg cgc age 672 
His Leu Leu Tyr Ala Lys Met He Gin Lys Leu Ala Asp Leu Arg Ser 
210 ' 215 220 

etc aat gag gag cac tec aag cag tac cgc tgc etc tec ttc cag cct 720 
Leu Asn Glu Glu His Ser Lys Gin Tyr Arg Cys Leu Ser Phe Gin Pro 
225 230 235 240 

gag tgc age atg aag eta acg ccc ctt gtg etc gaa gtg ttt ggc aat 768 
Glu Cys Ser Met Lys Leu Thr Pro Leu Val Leu Glu Val Phe Gly Asn 
245 250 255 

gag ate tec tga 780 
Glu He Ser 



<210> 6 
<211> 259 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
nucleotidique codant un polypeptide derive du 
recepteur nucleaire de la vitamine D humain 

<400> 6 

Asp Ser Leu Arg Pro Lys Leu Ser Glu Glu Gin Gin Arg He He Ala 
15 10 15 

He Leu Leu Asp Ala His His Lys Thr Tyr Asp Pro Thr Tyr Ser Asp 
20 25 30 

Phe Cys Gin Phe Arg Pro Pro Val Arg Val Asn Asp Gly Gly Gly Ser 
35 40 45 

Val Thr Leu Glu Leu Ser Gin Leu Ser Met Leu Pro His Leu Ala Asp 
50 55 60 

Leu Val Ser Tyr Ser He Gin Lys Val He Gly Phe Ala Lys Met He 
65 70 75 80 

Pro Gly Phe Arg Asp Leu Thr Ser Glu Asp Gin lie Val Leu Leu Lys 
85 90 95 

Ser Ser Ala He Glu Val He Met Leu Arg Ser Asn Glu Ser Phe Thr 
100 105 110 

Met Asp Asp Met Ser Trp Thr Cys Gly Asn Gin Asp Tyr Lys Tyr Arg 
115 120 125 

Val Ser Asp Val Thr Lys Ala Gly His Ser Leu Glu Leu He Glu Pro 
130 135 140 

Leu He Lys Fhe Gin Val Gly Leu Lys Lys Leu Asn Leu His Glu Glu 
145 150 155 160 



Glu His Val Leu Leu Met Ala He Cys He Val Ser Pro Asp Arg Pro 
165 170 175 
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Gly Val Gin Asd Ala Ala Leu lie Glu Ala He Gin Asp Arg Leu Ser 
190 135 190 

Asn Thr Leu Gin Thr Tyr He Arg Cys Arg His Pro Pro Pro Giy Ser 
195 200 205 

His Leu Leu Tyr Ala Lys Met He Gin Lys Leu Ala Asp Leu Arg Ser 
210 ' 215 220 

Leu Asn Glu Glu His Ser Lys Gin Tyr Arg Cys Leu Ser Phe Gin Pro 
225 230 235 240 

Glu Cys Ser Met Lys Leu Thr Pro Leu Val Leu Glu Val Phe Giy Asn 
245 250 255 

Glu He Ser 



<210> 7 
<211> 762 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : sequence 
nucleotidique codant un polypeptide nderive du 
recepteur de la vitaraine D humain 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (759) 

<400> 7 

ctg tct gag gag cag cag cgc ate att gec ata ctg ctg gac gec cac 

Leu Ser Glu Glu Gin Gin Arg He He Ala lie Leu Leu Asp Ala His 

15 10 15 



cca gtt cgt gtg aat gat ggt gga ggg age gtg acc eta gag ctg tec 

Pro Val Arg Val Asn Asp Giy Gly Gly Ser Val Thr Leu Glu Leu Ser 
35 40 45 

cag etc tec atg ctg ccc cac ctg get gac ctg gtc agt tac age ate 

Gin Leu Ser Met Leu Pro His Leu Ala Asp Leu Val Ser Tyr Ser He 
50 55 60 

caa aag gtc att ggc ttt get aag atg ata cca gga ttc aga gac etc 

Gin Lys Val He Gly Phe Ala Lys Met He Pro Gly Phe Arg Asp Leu 

65 70 75 80 

acc tct gag gac cag ate gta ctg ctg aag tea agt gec att gag gtc 

^hr Ser Giu Asp Gin He Val Leu Leu Lys Ser Ser Ala He Glu Val 

85 90 95 



48 



cat aag acc tac gac ccc acc tac tec gac ttc tgc cag ttc egg cct 96 
His Lys Thr Tyr Asp Pro Thr Tyr Ser Asp Phe Cys Gin Phe Arg Pro 
20 25 30 



144 



192 



240 



238 
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ate atg ttg cgc 
He Met Leu Arg 
100 

acc tgt ggc aac 
Thr Cys Giy Asn 
115 

gec gga cac age 
Ala Gly His Ser 
130 

gga ctg aag aag 
Gly Leu Lys Lys 
145 

gec ate tgc ate 
Ala He Cys He 



ctg ate gag gee 
Leu lie Glu Ala 
180 

ate cgc tgc cgc 
He Arg Cys Arg 
195 

atg ate cag aag 
Met He Gin Lys 
210 

aag cag tac cgc 
Lys Gin Tyr Arg 
225 

acg ccc ctt gtg 
Thr Pro Leu Val 



tec aat gag 
Ser Asn Glu 



caa gac tac 
Gin Asp Tyr 



ctg gag ctg 
Leu Glu Leu 
135 

ctg aac ttg 
Leu Asn Leu 
150 

gtc tec cca 
Val Ser Pro 
165 

ate cag gac 
lie Gin Asp 



cac ccg ccc 
His Pro Pro 



eta gec gac 
Leu Ala Asp 
215 

tgc etc tec 
Cys Leu Ser 
230 

etc gaa gtg 
Leu Glu Val 
245 



tec tte acc 

Ser ?he Thr 
105 

aag tac cgc 

Lys Tyr Arg 
120 

att gag ccc 

lie Glu Pro 



cat gag gag 
His Glu Glu 



gat cgt cct 
Asp Arg Pro 
170 

cgc ctg tec 
Arg Leu Ser 
1B5 

ccg ggc age 
Pro Gly Ser 
200 

ctg cgc age 
Leu Arg Ser 



tte cag cct 
Phe Gin Pro 



ttt ggc aat 
Phe Gly Asn 

250 



atg gac gac atg 
Met Asp Asp Met 
110 

gtc agt gac gtg 
Val Ser Asp Val 
125 

etc ate aag tte 
Leu He Lys Phe 
140 

gag cat gtc ctg 
Glu His Val Leu 
155 

ggg gtg cag gac 
Gly Val Gin Asp 



aac aca ctg cag 
Asn Thr Leu Gin 
190 

cac ctg etc tat 
His Leu Leu Tyr 
205 

etc aat gag gag 
Leu Asn Glu Glu 
220 

gag tgc age atg 
Glu Cys Ser Met 
235 

gag ate tec tga 
Glu He Ser 



tec tgg 336 
Ser Trp 



acc aaa 384 
Thr Lys 



cag gtg 432 
Gin Vai 



etc atg 480 
Leu Met 
160 

gec gcg 528 

Ala Ala 

175 

acg tac 576 
Thr Tyr 



gee aag 624 
Ala Lys 



cac tec 672 
His Ser 



aag eta 720 
Lys Leu 
240 

762 



<210> 8 
<211> 253 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
nucl6otidique codant un polypeptide nderive du 
recepteur de la vitamine D humain 

<400> 8 

Leu Ser Glu Glu Gin Gin Arg He He Ala He Leu Leu Asp Ala His 
15 10 15 

His Lys Thr Tyr Asp Pro Thr Tyr Ser Asp Phe Cys Gin Phe Arg Pro 
20 25 30 

Pro Val Arg Val Asn Asp Gly Gly Gly Ser Val Thr Leu Glu Leu Ser 
35 40 45 

Gin Leu Ser Met Leu Pro His Leu Ala Asp Leu Val Ser Tyr Ser He 
SC 55 60 
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Gin Lys Val He Gly Phe Ala Lys Met He Pro Gly Phe Arg Asp Leu 

65 7C 75 80 

Thr Ser Glu Aso Gin He Val Leu Leu Lys Ser Ser Ala He Glu Val 

85 90 95 



lie Met Leu Arg Ser Asn Glu Ser Phe Thr Met Asp Asp Met Ser Trp 
100 105 110 

Thr Cys Gly Asn Gin Asp Tyr Lys Tyr Arg Val Ser Asp Val Thr Lys 
115 120 125 

Ala Gly His Ser Leu Glu Leu He Glu Pro Leu He Lys Phe Gin Val 
130 135 140 

Gly Leu Lys Lys Leu Asn Leu His Glu Glu Glu His Val Leu Leu Met 
145 " " 150 155 160 

Ala He Cys He Val Ser Pro Asp Arg Pro Gly Val Gin Asp Ala Ala 
165 170 175 

Leu He Glu Ala He Gin Asp Arg Leu Ser Asn Thr Leu Gin Thr Tyr 
180 185 190 

He Arg Cys Arg His Pro Pro Pro Gly Ser His Leu Leu Tyr Ala Lys 
195 200 205 

Met He Gin Lys Leu Ala Asp Leu Arg Ser Leu Asn Glu Glu His Ser 
210 ' 215 220 

Lys Gin Tyr Arg Cys Leu Ser Phe Gin Pro Glu Cys Ser Met Lys Leu 
225 ' 230 235 240 

Thr Pro Leu Val Leu Glu Val Phe Gly Asn Glu He Ser 
245 250 
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